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Inoculation by symbiotic microorganisms is widely used to improve the development and 
productivity of leguminous plants but its effect on soil biological functioning is not well 
known. The aim of this study was to estimate the impact of Acacia senegal’s inoculation on 
soil biological functioning and genetic structure of microbial communities in soil. Soil samples 
were taken out of 4 randomized blocks including 4 treatments: inoculated with rhizobium (R), 
inoculated with mycorhizal fungus (C), doubly inoculated (RC), non inoculated control (T). 
Two other samplings were done under a natural planting of A. senegal (PN) and out of A. 
senegal’s canopy (HC). Soil chemical characteristics (pH and C, N, available P contents) and 
biological activity (soil respiration, potential denitrification) were studied. The PCR-DGGE 
technique was used to study genetic structure of soil bacterial communities. Soil pH increased 
under inoculated treatments in Dahra, C and N contents did not be modified by the inoculation 
but it increased under A. senegal. R and RC treatments recorded the highest rates of available 
P. Microbial respiration increased under A. senegal and under inoculated treatments 
particularly in Goudiry. The denitrifying activity increased under R treatments in Goudiry. The 
results also indicated that inoculation did not significantly affect the genetic structure of total 
bacterial communities. On the other hand, genetic structure of diazotrophic and denitrifying 
communities were modified by the inoculum contribution. We conclude that inoculation with 
rhizobium, mycorrhizal fungus or both enhanced soil biological functioning by promoting some 
functional bacterial communities involved in the Nitrogen cycle. This effect varies according to 
the inoculum type. 
 





Dans les écosystèmes sahéliens, le processus de désertification s’est accéléré depuis plusieurs 
décennies suite à différents aléas climatiques (période de sécheresse prolongée, insuffisance des 
pluies) et une surexploitation des ressources naturelles (surpâturage, déforestation intensive, 
etc.) (Reflets sahéliens N° 45, 2006). A ces activités anthropiques, s’ajoutent les nombreuses 
pratiques agricoles inadaptées qui épuisent les sols. Tous ces facteurs entrainent de profondes 
modifications dans les propriétés physico-chimiques et biologiques des sols (Requena et al., 
2001) consécutives à une importante érosion hydrique et éolienne des sols. Cette situation rend 
les systèmes de production agricole vulnérables et limite fortement les possibilités 
d’intensification, constituant de ce fait la contrainte majeure à l’atteinte des objectifs 
d’autosuffisance alimentaire. Dans ce contexte, la recherche de solutions permettant de 
stabiliser les revenus des paysans est un impératif au Sénégal, si l’on veut maintenir des 
conditions de vie acceptables dans les villages et réduire l’exode rural. Parmi elles, le 
développement de plantations d’Acacia senegal suscite un intérêt réel. A. senegal est une 
espèce végétale reconnue pour ses qualités environnementales (amélioration de la fertilité du 
sol, lutte contre l’érosion) (El Tahir, 2009) mais aussi pour sa production de gomme. Cette 
plante est capable, par ailleurs, de s’associer  à des microorganismes symbiotiques (rhizobium, 
champignons endomycorhiziens) pour former une symbiose qui permet un meilleur 
développement de l’arbre en améliorant sa nutrition minérale (Sarr et al., 2005).  
Cependant, l’érosion et la dégradation du couvert végétal réduit la composition et la diversité 
fonctionnelle de la microflore tellurique (García et al., 1997). Ce qui explique que dans les 
zones arides, le fonctionnement des symbioses n’est pas vraiment visible  du fait du nombre 
réduit de microorganismes symbiotiques présents ou encore de leur inefficience 
(Venkateswarlu et al., 1997 ; Requena et al., 2001).  
L’inoculation des arbres apparait donc comme un moyen commode et efficace d’apporter 
suffisamment de souches efficientes de microorganismes. Elle permet fréquemment 
l’amélioration à faible coût de la croissance végétale au champ. Au Sahel, de nombreuses 
études ont été menées sur l’effet de l’inoculation sur la croissance et la production de l’arbre. 
Duponnois et al., (2000) ; Duponnois et Plenchette, (2003) ont montré que la symbiose 
rhizobienne ou mycorrhizienne augmente de manière significative la croissance d’A. 
holosericea sur les sols dégradés. Les travaux de Faye et al., (2006) ; Sarr et al., (2005) ; Fall, 
(2009) ont montré que l’inoculation avec des souches efficientes de Rhizobium améliore 
significativement la production de gomme chez les A. senegal adultes. Cependant peu de 
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recherches ont été faites sur l’effet de ces symbioses sur les propriétés du sol sous A. senegal ou 
sur l’activité et la diversité des microorganismes telluriques.                                                                                    
L’objectif de notre travail est d’évaluer l’effet de l’inoculation (rhizobienne et  mycorrhizienne) 
sur le fonctionnement biologique et la structure génétique des communautés bactériennes du sol 
sous A. senegal.  
Pour atteindre cet objectif, des échantillons de sol rhizosphérique pris sous les différents 
traitements du dispositif ont été soumis à des analyses chimiques, des mesures d’activité 
biologique et à l’étude de la structure génétique des communautés bactériennes. Les résultats 
obtenus nous permettront de vérifier les hypothèses suivantes : 
 l’inoculation d’A. senegal avec des souches de rhizobium modifie les propriétés 
chimiques et biologiques du sol 
 l’inoculation d’A. senegal avec des champignons endomycorhiziens entraine une 
modification des propriétés chimiques et biologiques du sol 
 la double inoculation avec des souches de rhizobium et des champignons 
endomycorhziens modifie les propriétés chimiques et biologiques du sol 
 ces différentes inoculations impactent la structure génétique des communautés 
bactériennes  du sol principalement celles impliquées dans le cycle de l’azote 
Le mémoire s’articule autour de quatre chapitres. Le premier chapitre est une analyse 
bibliographique. Dans le deuxième chapitre, nous présentons le matériel et les méthodes 
utilisés. Le troisième est consacré aux résultats et le quatrième réservé à la discussion. Nous 











CHAPITRE 1 : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE 
I.  Le fonctionnement du sol 
A. Le sol et ses constituants  
Le sol représente la couche superficielle meuble de la croûte terrestre, résultant de la 
transformation de la roche mère et enrichie par des apports organiques. C’est un système 
complexe formé de composants minéraux et organiques. Les minéraux solides du sol (graviers, 
sables, limons, argiles) sont de tailles diverses et déterminent par leur proportion et leur mode 
d’agencement, la texture et la structure du sol. La phase organique du sol se compose de 
matières organiques mortes et d’une fraction vivante. 
1- La matière organique morte 
Elle provient de résidus végétaux (feuilles mortes, exsudats racinaires), animaux (déjections, 
cadavres) et microbiens (secrétions), ainsi que de substances humiques amorphes (Van Bergen 
et al., 1998). Elle subit de nombreuses transformations à la fois chimiques et biologiques. Au 
cours de sa minéralisation, elle sert de source d’énergie aux organismes vivants du sol, et au 
terme de celle-ci, devient source de nutriments (Gaskell et al., 2007). La partie non minéralisée 
subit une humification plus ou moins lente qui aboutit à la formation de composés humiques.                                                                                                                        
La matière organique affecte directement les propriétés physiques, chimiques et biologiques du 
sol (Xu et al., 2006) et joue un rôle majeur dans la rétention de l’eau et la capacité à résister à 
l’érosion du sol (Rumpel et al., 2009).       
2- La fraction vivante 
La fraction vivante du sol se compose de la macrofaune (lombrics, insectes, escargots…), de la 
mésofaune (acariens, collemboles…), de la microfaune (protozoaires et nématodes) et de la 
microflore (microorganismes). Dans notre analyse bibliographique, nous nous limiterons à cette 
dernière composante que sont les microorganismes du sol. 
Les microorganismes du sol 
Ils constituent l’une des composantes essentielles de la fraction vivante du sol (Sugihara et al., 
2010). Parmi eux, les bactéries et les champignons  jouent un rôle essentiel dans la 
décomposition de la matière organique et le recyclage des éléments minéraux (C, N, P,) (Beare 
et al., 1997).  
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Les bactéries sont des procaryotes unicellulaires de taille microscopique. Elles sont 
caractérisées par leur forme, la structure de leur paroi (gram négatif, gram positif), leur mode 
de nutrition (autotrophe, hétérotrophe), leur fonction (ammonifiante, nitrifiante, 
dénitrifiante….). Leur activité dépend de plusieurs facteurs inhérents ou non au sol, tels que la 
disponibilité de l’eau, la structure du sol, le pH, la température, l’atmosphère du sol, la présence 
de fertilisants.  
Les champignons sont des eucaryotes ubiquistes et hétérotrophes. Au niveau du sol, ils sont 
actifs surtout dans la litière dont ils décomposent la lignine et la cellulose (Wainwright, 1992). 
Ils sont moins exigeants vis-à-vis des conditions du milieu.                                                         
B.  Le rôle de la fraction vivante du sol dans les cycles biogéochimiques (cycle de 
l’azote en particulier)      
La matière organique fraîche du sol subit d’abord une fragmentation mécanique par les macro-
organismes telluriques (fourmis, bousiers, nématodes, lombrics etc.).  Elle est ensuite 
décomposée plus ou moins lentement par les champignons et les bactéries du sol au cours de 
processus complexes (cycles).  
Les bactéries assurent différentes étapes clés dans le cycle de l’azote, telles que 
l’ammonification, la nitrification, la dénitrification et la fixation de l’azote. Elles mettent ainsi  






Les champignons interviennent surtout dans la décomposition des litières. D’autres encore 
s’attaquent aux minéraux insolubles du sol tels que le phosphore (Dechamplain et Gosselin, 
2002).                                                                                                                                                     
Ces microorganismes sont principalement actifs dans les horizons superficiels du sol, en 
particulier dans la rhizosphère. La rhizosphère est la zone au niveau de laquelle, les racines 
mettent à disposition des microorganismes, une bonne partie des produits de la photosynthèse 
(exsudats, rhizodépots, secrétions) (Nguyen, 2003). Ce qui en fait une zone d’activités intenses 
des microorganismes dues à la forte disponibilité en éléments nutritifs (C, N…) (Soderberg, et 
al., 2002) et où s’établissent de nombreuses relations symbiotiques entre racines et 
microorganismes. L’ « effet rhizosphère » est un phénomène qui se traduit à la fois par 
l'augmentation de la densité microbienne et par une diminution de la diversité des 
microorganismes associés aux plantes (Benizri et al., 2002).          
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1- Le cycle de l’azote 
L’azote est un élément incontournable dans le fonctionnement des écosystèmes. Pourtant, il 
constitue un élément limitant dans les savanes tropicales (Bernhard-Reversat, 1996). 
 
  
Ce cycle indique les transformations principales de l’azote notamment, le passage de la phase 
organique de l’azote à la phase minérale. L’azote peut provenir de l'activité de la microflore 
aérobie du sol sur les matières organiques mortes par des processus de nitrification et 
d’ammonification. Il peut être aussi fourni par la fixation libre et/ou symbiotique de l’azote 
atmosphérique (N2) par des bactéries du sol. Mais cet azote du sol peut être aussi perdu à 
travers le processus de dénitrification. 
- La fixation biologique de l’azote 
Elle est le fait de bactéries libres ou symbiotiques de la rhizosphère. Celles-ci sont dotées d’un 
complexe enzymatique spécifique, la nitrogénase, qui réduit l’azote atmosphérique en NH3 
(Unkovich et Baldock, 2008) selon la réaction suivante (Dresler-Nurmi et al., 2009): 








+ 16ADP + 16 Pi 
- L’ammonification 
L’ammonification est la transformation de l’azote organique par lyse enzymatique qui aboutit à 
la production d’ammonium.     
                                                                            
Fig. 1 : Cycle de l’azote (library. thinkquest.org) 
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Elle est assurée par la microflore ammonifiante (bactéries et champignons), qui intervient à des 
conditions très variées de pH, d’humidité ou de température (Roger et Garcia, 2001). 
- La nitrification 
La nitrification, c'est-à-dire l'oxydation de l'ammonium (NH4) en nitrate (NO3), est réalisée en 2 
étapes par 2 groupes distincts de bactéries autotrophes, aérobies strictes : 
- La nitrosation ou nitritation  consiste en la réduction de NH4 en NO2 par certaines 
bactéries du genre Nitrosomonas. 
- La nitratation, étape au cours de laquelle certaines bactéries notamment celles du genre 
Nitrobacter oxydent les nitrites en nitrates assimilables par les végétaux (Kim et al., 
2008). 
-  La dénitrification 
Les pertes d’azote dans le sol peuvent s’effectuer à travers le processus de dénitrification. Les 
microorganismes responsables entrent en compétition avec les plantes pour l’utilisation du 




). En conditions d’anoxie (Feray, 2000), les 




-) comme accepteur d’électrons dans leur chaine respiratoire (Rosch et al., 
2002). Les produits émis sont des oxydes d’azote (NO et N2O), qui libérés dans l’atmosphère 
affectent la couche d’ozone (gaz à effet de serre) (Waibel et al., 1999). Les émissions de N2O 
sont accrues dans les écosystèmes agricoles et naturels (Zhong et al., 2009). Un effet dépressif 
sur cette fonction entrainerait une augmentation de la lixiviation du nitrate alors qu’une 
hyperactivité dénitrifiante limiterait la nutrition de certaines plantes (Poly, 2000). La 
dénitrification permet donc d'équilibrer le cycle de l'azote et d'éviter l'accumulation des formes 
combinées dans la biosphère en compensant les entrées dues à la fixation biologique. 
C.  Structure génétique des communautés microbiennes telluriques 
L’identification et la quantification des microorganismes sont une priorité en écologie du fait 
de leur rôle essentiel dans le fonctionnement des écosystèmes. Les récentes avancées en 
biologie moléculaire ont permis d’évaluer l’abondance et d’appréhender la structure génétique 
et la diversité des communautés bactériennes in situ, directement à partir de l’ADN extrait du 
sol (Ranjard et al, 2000b). La PCR-DGGE est une des techniques d’empreinte génétique 
habituellement utilisée pour évaluer la structure des communautés microbiennes dans les 




est possible d’évaluer la variabilité des séquences d’une partie plus ou moins conservée du 
génome, présente chez toutes les bactéries, cas de la région variable V3 de l’ADNr 16S dans 
l’étude de la communauté bactérienne totale (Muyzer et al, 1993). L’abondance et la diversité 
de certaines communautés spécifiques du sol, comme celles intervenant dans le cycle de 
l’azote, peuvent être aussi étudiées  en ciblant les gènes fonctionnels qui interviennent dans ces 
processus. Diallo et al, (2004) ont montré l’impact d’Acacia tortilis  ssp. raddiana et de 
Balanites aegyptiaca sur la diversité des communautés diazotrophes dans les zones arides du 
Sénégal, en ciblant le gène nifH. Bremer et al, (2007) ont ciblé le gène nirK pour étudier l’effet 
de la plante (groupe fonctionnel, espèce) sur  les communautés dénitrifiantes du sol. 
 
II. Acacia senegal 
Acacia senegal encore appelé gommier blanc, est un arbre typique du Sahel, de la famille des 
Fabacées. Acacia senegal compte 4 variétés (Brenan, 1983) : senegal, kerensis Schweinf, 
rostrata Brenan et leiorachis Brenan.  La variété senegal est la plus répandue dans les zones 
sèches au sud du Sahara. Les peuplements économiquement intéressants se situent en 
Mauritanie, au Mali, au Niger, au Tchad et au Soudan (Sall, 1997). Sa classification au niveau 
taxonomique est la suivante : 
Règne : Plantae ; Sous-règne : Tracheobionta ; Division : Magnoliophyta ; 
Classe : Magnoliopsidae ; Sous-classe : Rosidae ; Ordre : Fabales ; Famille : Leguminosae ;  
Sous-famille : Mimosoidae ; Genre : Acacia ; Espèce : senegal 
 A.  Caractéristiques et Ecologie d’A. senegal 
A. senegal est un arbre ou arbuste  à feuilles caduques de 2 à 6 m de haut voire 15 m (Mulumba 
et Kakudidi, 2010). L’écorce se desquame. Les jeunes rameaux sont glabres à densément 
pubescents et portent  des aiguillons, disposés par trois à l’insertion des feuilles. Les fleurs 
blanchâtres ou blanc jaunâtres sont odorantes et groupées en épis. Les fruits déhiscents sont des 
gousses aplaties, finement pubescentes qui contiennent 3 à 6 graines rondes et aplaties.                                                                                                                      
On trouve A. senegal dans les régions arides et semi-arides tropicales et subtropicales. L’espèce 
résiste bien à la sécheresse sous une pluviométrie variant  de 100 à 950 mm (300 à 400 mm en 
moyenne) avec 5 à 11 mois secs par an (Chiveu et al., 2008). A. senegal pousse sur les sols 
sableux, particulièrement sur les dunes fossiles du Sahel, mais on le trouve également sur du 
sable limoneux, et même dans certaines plaines argileuses. Le pH du sol sous A. senegal peut 
varier de légèrement acide à modérément alcalin (Boer, 2002). 
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B.  Importance d’A. senegal 
A. senegal est exploité pour sa gomme arabique. Cette gomme provient de l’exsudat de l’arbre 
et ne contient aucune toxine. Elle représente 90 % de la gomme arabique mise sur le marché 
mondial. La gomme arabique est utilisée à large échelle dans les industries pharmaceutique 
(excipient) et alimentaire comme émulsifiant (Aoki et al., 2006). Les prix en 2007 tournaient 
autour de 3000 dollars la tonne (Baillard, 2007), d’où son importance dans l’économie des pays 
sahéliens producteurs. Les gousses et les feuilles constituent un excellent fourrage pour le bétail 
et le bois est utilisé comme bois de chauffage et sert à la construction (Chiveu et al., 2008).                                                                                                                                                      
En outre, A. senegal participe à la lutte contre la désertification, comme brise-vent ou encore 
par la fixation des dunes (Boer, 2002). Il est utilisé dans les systèmes agro-forestiers (Gaafar, 
2006) où il améliore la fertilité du sol en favorisant la fixation de l'azote atmosphérique (grâce à 
une symbiose avec certains microorganismes du sol) et en enrichissant le sol d’autres 
nutriments (Duponnois et al., 2007).  
C.  Les symbioses avec A. senegal 
Comme la plupart des légumineuses, A. senegal peut réaliser des symbioses avec des bactéries 
du genre Rhizobium et des champignons mycorrhiziens (Sprent, 2008). 
1- La symbiose rhizobienne 
Les rhizobiums, ou rhizobia, sont des bactéries aérobies du sol appartenant à la famille des 
Rhizobiaceæ, qui s’associent avec certaines plantes de la famille des légumineuses dont A. 
senegal. L’établissement de la symbiose entre la légumineuse et le rhizobium nécessite un 
   Fig. 3 : Exsudat (Gomme arabique) 
de A. senegal(K. Assigbetsé) 




dialogue moléculaire. La plante libère à travers ses exsudats racinaires, des flavonoïdes qui 
attirent les bactéries symbiotiques par chimiotactisme. Les bactéries répondent en produisant 
des facteurs de nodulation (facteurs Nod) qui induisent la formation de nodosités racinaires ou 
caulinaires. La nodosité est une véritable niche écologique dans laquelle les bactéries 
bénéficient des produits de la photosynthèse (Marco et al., 2009), se multiplient et fixent 
l’azote atmosphérique. 
En effet, les rhizobiums, grâce à leur activité nitrogénase, réduisent l’N atmosphérique et le 
transfèrent à la plante sous une forme combinée assimilable (Giraud, 2007). Toutefois, les 
quantités d’azote fixées par l’association symbiotique légumineuse-Rhizobium sont très 
dépendantes des conditions du milieu (concentrations en NO3
-
, pH, humidité, souches de 
Rhizobium) (Bakhoum, 2008).  
2- La symbiose mycorhizienne 
La symbiose mycorhizienne est une association symbiotique entre les racines d’une  plante et le 
mycélium d’un champignon. La plus répandue, celle à arbuscules (MA) s’établit entre les 
champignons du groupe des Gloméromycètes et les racines de la plupart des plantes terrestres 
(Schwarzott et al., 2001) dont A. senegal. La   symbiose s’installe suite à la sécrétion par les 
racines de la plantes, de strigolactones, molécules capables de stimuler fortement la croissance 
pré-symbiotique des champignons MA (Gomez-Roldan, 2008). La symbiose mycorhizienne a  
un impact important sur la nutrition minérale de la plante hôte et par conséquent sur son 
développement. Il s’est avéré aussi que ce processus symbiotique interagissait de manière 
significative avec les autres composantes biologiques de l’écosystème (Ex : microflore 
microbienne, microfaune et mésofaune, etc.) pour optimiser leur implication dans le 
fonctionnement des cycles biogéochimiques majeurs (cycles de l’N, du C et du P). 
3- Amélioration de l’action symbiotique 
Dans les zones arides, le fonctionnement des symbioses n’est pas vraiment visible  du fait du 
nombre réduit de microorganismes symbiotiques présents ou encore de leur inefficience 
(Venkateswarlu et al., 1997 ; Requena et al., 2001). 
Dans ces conditions, l’inoculation est un moyen commode et efficace d’apporter suffisamment 
de souches efficientes de microorganismes, afin d’induire une colonisation rapide de la 
rhizosphère (Deaker et al., 2004). L’inoculum est une culture de microbes comme Rhizobium, 
utilisée pour l'inoculation en pépinière, au champ ou sur tout autre substrat de culture.  
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Chez  A. senegal, l’inoculation d’individus adultes par Rhizobium a amélioré significativement 
la production de gomme arabique et la biomasse microbienne totale (diversité) des sols sous-
jacents (Fall, 2009). De même, les études menées par Faye et al., (2006) confirment l’effet 
positif de l’inoculation avec des souches efficientes de Rhizobium sur la production de gomme 
d’arbres adultes. D’après Requena et al., (2001), la double inoculation par des souches natives 















CHAPITRE 2 : MATERIELS ET METHODES 
I.  MATERIELS 
A. Situation et description des sites d’étude 
L’étude de l’impact de l’inoculation d’A. senegal sur le fonctionnement biologique du sol a été 




1- Le site de Dahra 
Le site de Dahra se situe dans la zone sylvo-pastorale du Ferlo (département de Linguère, 
région de Louga). La zone se caractérise par un énorme déficit hydrique (400 à 450 mm de 
pluie en moyenne par an) avec une très grande irrégularité dans le régime des précipitations (la 
saison pluviale dure 3 mois). Les sols sont ferrugineux tropicaux, de texture sableuse, plus ou 
moins lessivés et pauvres en matière organique (Gueye, 2000),  entraînant souvent une 
production primaire très faible. L’exploitation de la gomme arabique dans la zone de Dahra 
connaît actuellement un essor important suite à l’installation depuis 1999 de la société Asylia 
Gum Company  qui a déjà mis en place 18500 ha de plantations de gommiers A. senegal.  
Fig. 4 : Situation géo-climatique des sites d’étude 
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2-  Le site de Goudiry  
Il est situé à l’extrême Sud-est du pays. La zone contraste bien avec celle de Dahra en 
particulier sur le plan climatique car la pluviométrie moyenne annuelle oscille entre 800 et 
1000 mm. Les sols sont hydromorphes, ferrugineux contenant 6 à 9% d’argile. Goudiry a aussi 
connu d’importants projets de plantations d’A. senegal à l’image du PRPT (Programme de 
Reboisement et de Protection de Tambacounda) des années 70-80.  L’exploitation de la gomme 
arabique y reste très marginale malgré l’existence d’un potentiel important. 
B.  Dispositif expérimental 
L’essai, d’une superficie d’environ 1.5 ha, est un dispositif en 4 blocs complètement 
randomisés. Chaque traitement compte 25 arbres. A Dahra, le dispositif est installé en 2001 
dans la parcelle de la Société Asylia Gum Company située dans l’enceinte du Centre de 
Recherche Zootechnique. Dans la zone de Goudiry, le dispositif est le même qu’à Dahra et est 
mis en place depuis 1999 dans la parcelle installée par le PRPT en 1989. 
 
 
R : A. senegal inoculé avec Rhizobium 
C : A. senegal inoculé avec champignon mycorhizien 
RC : A. senegal doublement inoculé (Rhizobium + champignon) 
T : A. senegal  témoin sans inoculation  
 
 
Fig. 5 : Dispositif d’expérimentation 
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II.  METHODES 
A.  L’inoculation 
Dans les 2 sites, une première inoculation a été effectuée en 2008 (hivernage) et une seconde en 
Août 2009, par une équipe du LCM (Laboratoire Commun de Microbiologie de IRD-UCAD-
ISRA) (Bakhoum, communication personnelle).  
A Dahra comme à Goudiry, l’inoculum de Rhizobium est constituée de 4 souches de 
Sinorhizobium: Cirad f 300, Cirad f 301, Cirad f 302 et Cirad f 303 (Sarr et al., 2005a). Elles 
ont été isolées respectivement à Kébémer, Cambérène, Yoff et Bambey. Ces souches ont été 
choisies car différentes études (Faye et al., 2006 ; Fall, 2009) ont montré qu’elles favorisaient 
une augmentation de la production de gomme chez les A. senegal inoculés.                                                    
Ces souches sont enrobées dans des billes d’alginate séchées selon la méthode décrite par Diem 
et al., (1989). Les billes sèches ont été ensuite solubilisées dans 1 L d’eau en les mélangeant 
avec du tampon phosphate, à raison de 5 g de billes sèches pour 23 g de K2HPO4 et 14,6 g de 
KH2PO4. La solubilisation dure toute la nuit, et le lendemain l’inoculum est utilisable. 
L’inoculation constitue à verser 1 L d’inoculum liquide au pied de chaque arbre, après la 
première pluie.  
Les souches de champignons utilisées appartiennent au genre Glomus. A Dahra, un mélange de 
G. fasciculatum (Thaxter sensu Gerdemann DAOM 227 130), G. mosseae (Nicolson & Gerd. ; 
Gerd. & Trappe DAOM 227 131), G. verruculosum  (Blaszkowski & Tadych ; DAOM 227 
115) et G. manihotis (Howeler, Sieverding et Schenck) a été utilisé. Ces souches ont été 
respectivement isolées à Louga, Diokkoul, Kabrousse (Sénégal) et au Burkina Faso. A 
Goudiry, l’inoculum est constitué de souches de G. mosseae (Nicolson & Gerd. ; Gerd. & 
Trappe DAOM 227 131), G. fasciculatum (Thaxter sensu Gerdemann DAOM 227 130) et G. 
intraradices (Schenck et Smith ; DAOM 197 198) isolé au Québec. Les spores et hyphes 
utilisés sont obtenus après culture et multiplication des souches par le biais de plants de Maïs 
(plante mycotrophe) en serre. Ensuite, 100 g d’inoculum mixte (sable de plage stérilisé + 
différentes souches de volume égal) sont versés sous les pieds d’Acacia à inoculer, en prenant 
le soin de creuser le sol pour permettre le contact avec les petites racines (Ndoye, 
communication personnelle). 
B.  L’échantillonnage du sol  
Les prélèvements de sols ont été effectués en Février 2010 en milieu de saison sèche.                 
Dans tous les traitements du dispositif,  5 arbres ont été choisis au hasard et 3 prélèvements de 
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sol sont effectués autour du pied de chaque arbre et à la profondeur de 0-20 cm. Les sols 
prélevés sont mélangés par traitement et par bloc pour donner des échantillons composites. Des 
prélèvements témoins ont été faits en dehors du couvert d’A. senegal (HC) et sous A. senegal 




C.  Caractérisations chimiques et biologiques des échantillons de sol 
Les échantillons de sol sont d’abord séchés et tamisés à 2 mm pour enlever les impuretés 
(cailloux, débris végétaux, etc.) 
1- Analyses chimiques 
a) Mesure du pH 
Le pH correspond à la concentration des ions hydrogènes dans le sol et selon les cas il est acide 
(< 7), alcalin (> 7) ou neutre (= 7). Pour déterminer le pH de nos échantillons, 10 g de sol 
auxquels on a ajouté 25 ml d’eau déminéralisée (1:2,5), sont mis à agiter dans un bécher de 50 
ml pendant 1 h. A la fin de l’agitation, on détermine le pH dans la suspension formée à l’aide 
d’une électrode combinée à un pH-mètre Inolab 720. 
b) Détermination de la teneur en Carbone (C) et Azote (N) totaux 
Le dosage du taux de C et d’N au niveau du sol se fait par oxydation catalytique à l’analyseur 
élémentaire CHN EA1112 Thermofinnigan Series. Cet appareil est muni d’un brûleur pouvant 
atteindre jusqu’à 900°C, couplé à des nacelles en étain qui augmentent la température.  Les 
échantillons de sol (40 à 60 mg broyés et tamisés à 0,2 µm) sont séchés  à l’étuve (105°C) 
pendant une nuit. Après 1h au dessiccateur (pour refroidissement), les échantillons passent dans 
l’appareil où les matières organiques sont consumées. Le C et l’N obtenus au terme de cette 
combustion passent dans un  catalyseur d’oxydation. Le C y est transformé en CO2 à 900°C. 
Fig. 6 : Echantillonnage sous A. senegal 
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Une fois dans la colonne de réduction (chauffée à 750°C), le monoxyde d’azote (NO2) est 
transformé en N2. La séparation des deux composés est faite dans un chromatographe en phase 
gazeuse, avec comme gaz vecteur, l’hélium qui accélère l’extraction de ces gaz (CO2 et N2). 
Les résultats sont exprimés en % de C ou d’N dans le sol. 
c)  Dosage du phosphore assimilable 
En agronomie, le concept de phosphore assimilable est utilisé pour estimer la part du phosphore 
total du sol disponible pour les plantes. La méthode utilisée pour déterminer le taux de 
phosphore assimilable d’un sol, est celle d’Olsen modifiée par Dabin (Dabin, 1967). Pour 
chaque échantillon, 4g de sol sont utilisés. Le phosphore assimilable est extrait par une solution 
de bicarbonate de sodium et de fluorure d’ammonium tamponnée à pH = 8,5. Le dosage se fait 
par colorimétrie automatique avec formation  d’un complexe jaune de phosphomolybdate qui 
réduit  par l’acide ascorbique, prend une couleur bleue. Les résultats sont exprimés en mg P/kg 
sol (mg de phosphore par kg de sol). 
Les analyses portant sur le Carbone et l’Azote total ainsi que le Phosphore assimilable sont 
effectuées par le Laboratoire des Moyens Analytiques de l’IRD (LAMA). 
2- Analyses  biologiques 
a) Mesure de la respiration basale 
L'activité des micro-organismes est révélée par l'intensité de leur respiration qui est quantifiable 
par la mesure du dégagement de CO2 dans le sol. La méthode utilisée pour mesurer cette 
respiration est basée sur la mesure du CO2 dégagé par un échantillon de sol incubé dans une 
enceinte close. La mesure de ce CO2 se fait par rapport au volume total d’air et en fonction du 
temps. Dans des flacons de 250 ml, 30 g de sol sont humidifiés à leur capacité de rétention en 
eau (ajout de 0,6 à 1,5 ml d’eau). Les flacons sont ensuite fermés hermétiquement. Après un 
premier dégazage pour définir le flux initial à t=0, ils sont incubés à 28°C durant 7 j. Le flux de 
CO2 est mesuré quotidiennement par injection directe dans un chromatographe en phase 
gazeuse (CPG). L’activité respiratoire est exprimée en mg C-CO2 par kg de sol. 
b) Mesure l’activité de dénitrification potentielle 
Cette analyse permet de caractériser (au bout de 24h) l’aptitude de la communauté dénitrifiante 
d’un sol à réduire le nitrate en N2O en présence d’acétylène (C2H2) et sous des conditions 
optimales de dénitrification (anoxie totale, disponibilité en C et NO3
-
).  
L’activité de dénitrification est estimée selon la méthode développée par Lensi et al., (1995) 
modifiée. Les échantillons de sol sont mis à incuber en présence d’une solution nutritive 
permettant l’activité métabolique des bactéries. La solution nutritive contient du glucose (2,5 
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mg/ml de solution), de l’acide glutamique (2,45 mg/ml de solution) et du nitrate de potassium 
(0,72 mg/ml de solution). L’acétylène permet de bloquer l’enzyme oxyde nitreux réductase, 
responsable de la formation de N2 au cours de la dénitrification. 
Dix (10) grammes de sol sont mis dans un flacon de 60 ml, puis humidifiés à la saturation (tous 
les pores du sol étant occupés par l’eau). Les flacons sont hermétiquement fermés. Le vide est 
réalisé avant de faire barboter de l’hélium dans chaque flacon pendant 30 secondes. Avec une 
seringue, 10% du volume d’hélium de chaque flacon sont prélevés et remplacés par le même 
volume en acétylène. 1,5 ml de gaz (hélium-acétylène) sont par la suite prélevés du flacon, pour 
être remplacés par le même volume en solution nutritive (1,5 ml). 
L’ajout de la solution nutritive constitue le temps t0 de l’incubation qui durera 24 h. 
Les mesures d’activité sont effectuées au chromatographe en phase gazeuse (CPG). Les 
résultats sont exprimés en mg N-N2O/kg sol/j.  
D. Etude de la structure des communautés  microbiennes 
La structure des communautés microbiennes est étudiée par la méthode PCR-DGGE 
(Polymerase Chain Reaction-Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) réalisée sur l’ADN 
extrait des échantillons de sol. 
1- Extraction de l’ADN du sol 
L’ADN est extrait par une méthode de lyse physique décrite par Porteous et al., (1997) à 
laquelle on a ajouté quelques modifications. Les échantillons d’un même traitement sont poolés 
et l’extraction a été effectuée sur 12 échantillons composites.  
Le sol (0,5g) broyé et tamisé à 200µm est mis en présence de billes de zirconium stériles 
(diamètre 0,1-0,75 mm) et de tampon de lyse (NaCl 0,25 M ; EDTA 0,1 M ; pH 8) filtré et 
stérilisé. L’éclatement et la lyse des cellules sont obtenus en réalisant 2 passages alternés au 
vibro-broyeur (beadbeater) et bain marie (65°C) durant 2×2 min. Après centrifugation (13000 
g, 15 min, 4°C) le surnageant (contenant entre autres les acides nucléiques en solution) est  
récupérée par pipetage (600 l) puis on y ajoute d'acétate de potassium (CH3COOK) 5 M et 
250 l de polyéthylène glycol 8000 à 40%. Le mélange est mis au frais à -20°C pendant 2 h 
pour précipiter l’ADN. Après centrifugation (13000 g, 15 min, 4°C), le culot d’ADN est incubé 
à 68°C en présence d'une solution (600 l) de CTAB 2% (1.4 M NaCl; 0.1 M EDTA; CTAB 
2%) jusqu'à dissolution complète. La purification se poursuit par agitation modérée en présence 
de chloroforme (600 l), suivie d'une centrifugation à 13000 g pendant 10 min à la température 
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ambiante. La phase supérieure qui contient l’ADN est remise dans 600 µl d’isopropanol  et 
conservée à -20°C pendant 15 mn. Après centrifugation du mélange (13000 g, 15 min, 4°C) et 
élimination du surnageant, le culot est lavé avec 450 l d'acétate d'ammonium 2,5 M et 1 ml 
d'éthanol 95˚ puis précipité à   -20°C pendant 15 mn. Le mélange est ensuite centrifugé (13000 
g pendant 15 min à 4°C) et le culot est lavé avec de l'éthanol 70°.  
Le culot d’ADN récupéré après centrifugation (13000 g pendant 5 min à 4°C) est séché dans 
une cloche à vide, puis suspendu dans un volume variant entre 15 et 25 µl d’eau ultra-pure 
stérile. L'extrait brut obtenu est purifié à l'aide du kit Wizard® DNA Clean-Up System (Cat. # 
A7280 Promega).  
L’extrait d’ADN est ensuite quantifié à l’aide des gammes étalons afin de déterminer sa 
concentration dans chaque échantillon. L'ADN est conservé à -20°C jusqu'à son utilisation pour 
l’amplification. 
2- Amplification de l’ADN  
La PCR (Mullis & Faloona, 1987) consiste en une amplification in vitro de l’ADN en utilisant 
la Taq-polymérase (enzyme thermostable) et des oligonucléotides complémentaires d’un gène 
cible. Ces amorces oligonucléotidiques ou primers sont synthétisées à partir de la séquence des 
régions qui délimitent le brin d’ADN à amplifier. La Taq polymérase utilise les amorces 
comme point de départ pour la réplication de l’ADN matrice.  La technique PCR comporte 
plusieurs cycles successifs. Chaque cycle d’amplification comprend 3 phases différentes avec 
des températures spécifiques : 
- la dénaturation (92-95°C) au cours de laquelle les 2 brins d’ADN sont séparés,  
- l'hybridation des amorces sur l'ADN qui repose sur le principe de 
l'appariement des bases complémentaires. La température d’hybridation (45-60°C) est 
fonction de la longueur et de la séquence des amorces, 
- l’élongation (70-72°C) pendant laquelle les amorces hybridées à l'ADN servent 
de point de départ à la polymérisation du brin complémentaire de l'ADN matrice. La 
polymérisation se fait par ajout successif des désoxyribonucléotides à partir des 
extrémités 3’OH des amorces hybridées. Chaque base ajoutée est complémentaire de la 






-Amplification de l’ADN des communautés bactériennes totales 
Pour l’étude de la structure de la communauté bactérienne totale, la région variable  V3 de 
l’ADN ribosomique 16S commune à toutes les bactéries a été amplifiée en utilisant un couple 
d’amorces GC338f (Ovreas et al., 1997) et 518r (Muyzer et al., 1993). La PCR est réalisée sur 
un mélange réactionnel contenant : 
- 1.25 ng d’ADN à une concentration de 2.5 ng/ l, 
- Taq Ready-to-Go (PuRe Taq Ready-To-Go™, Amersham, France), 
- H2O filtrée stérile 
- 1.25µl de chaque amorce (GC338f & 518r) à une concentration de 10µM 
Le cycle thermique (Fig. 8) dit « Touchdown PCR » a été utilisé pour l’amplification de 
l’ADNr 16S des communautés bactériennes totales. Elle comprend plusieurs cycles de 
température.  
 






-Amplification de l’ADN des communautés bactériennes fixatrices libres d’azote 
(diazotrophes) 
La structure des communautés diazotrophes a été étudiée en ciblant le gène nifH des 
microorganismes fixateurs libres d’azote du sol. Ce gène a été amplifié en utilisant 2 couples 
d’amorces FGPH 19 (Simonet et al., 1991), PolR (Poly et al., 2001) et AQER (Poly et al., 
2001) et PolF-GC (Poly et al., 2001). L’analyse consiste à faire une première PCR avec les 
amorces FGPH 19 et PolR afin d’augmenter la sensibilité pour l’identification du gène 
marqueur. Les fragments d’ADN obtenus d’environ 429 pb servent d’ADN matrice pour une 
deuxième
 amplification en utilisant le couple d’amorces AQER et PolF-GC. Cette dernière 
amplification génère des fragments d’environ 320 pb. 
Pour chaque PCR, le mélange réactionnel comprend en plus de la Taq polymérase et de l’eau 
stérile, 
- 1,25µl de chaque amorce à une concentration de 10 µM 
- 5 ng/ l d’ADN pour la première PCR et une dilution au 1/100 du produit de la première 
PCR (ADN matrice pour la deuxième PCR). 
 La figure 9 présente les différents cycles thermiques effectués  
 
 
Fig. 9 : Cycle thermique de l’amplification par PCR du gène nifH marqueur des 
communautés diazotrophes 
Fig. 8 : Cycle thermique de l’amplification par PCR du gène ADNr 16S marqueur des 
communautés bactériennes totales 
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-Amplification de l’ADN des communautés bactériennes dénitrifiantes 
Le gène nirK (gène marqueur d’une partie des communautés bactériennes dénitrifiantes) a été 
amplifié en utilisant le couple d’amorce R3Cu-GC et F1aCu (Throbäck et al., 2004). Ces 
amorces génèrent des fragments d’environ 472 pb. 
Le mélange réactionnel comprend de l’ADN (2,5 ng/µl), les amorces (10µM), la Taq 
polymérase et de l’eau pure stérile. Il s’agit d’une PCR Touch-down dont le cycle thermique est 





Pour chaque communauté étudiée, 3µl d’amplifiats  obtenus sont séparés sur un gel d’agarose à 
2% pendant 30 min à 100 V. Les fragments d’ADN migrent parallèlement à un marqueur de 
taille. Les gels sont ensuite colorés pendant 30 mn au bromure d’éthidium (1 µg/ml), rincés à 
l’eau déminéralisée pendant 10 min puis photographiés sous lampe UV à l’aide du logiciel Bio-
Capt (Ets Vilber Lourmat).   
 
3- Analyse par DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) de l’ADN amplifié 
L'électrophorèse sur gel en gradient dénaturant (DGGE) est une technique d’empreinte 
génétique qui permet de séparer les fragments d’ADN amplifiés par PCR, sur gel d’acrylamide 
contenant un gradient linéaire de dénaturants chimiques (urée et formamide). Le gradient de 
concentration des dénaturants utilisés est fonction de la taille des amplicons à séparer. Les 
variations de séquences entre les différents amplicons vont influencer leur dénaturation et par 
conséquent leur distance de migration électrophorétique. Ainsi les séquences d’ADN ayant une 
plus forte concentration en bases G et C (High G+C) vont migrer plus loin dans le gel avant 
d’atteindre leur point de dénaturation. On obtient ainsi des profils complexes représentatifs de 
la diversité des fragments d’ADN amplifiés (Fig. 11). 
Fig. 10 : Cycle thermique de l’amplification par PCR du gène nirK (nitrite réductase) 
marqueur des communautés dénitrifiantes 
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Dans cette étude, le gel utilisé est à 8% [acrylamide-bisacrylamide 40 % (37.5 :1)] constitué 
d’un gradient dénaturant de 45% à 70% (Annexe III). La migration s’effectue dans du tampon 
TAE 1X (Annexe II) dans une cuve (INGENY phorU), pendant 18 h sous une tension de 100V. 
A la fin de la migration, le gel est coloré au bromure d’éthidium (0,1µl/ml) pendant 20 min puis 
rincé à l’eau déminéralisée pendant 10 min. le gel est ensuite photographié sous lampe UV au 





E.  Analyses statistiques 
Le traitement des données obtenues à la suite des analyses chimiques et biochimiques est 
effectué selon la méthode d’analyse de variance (Anova) par le logiciel XLSAT ainsi que le 
test de Fisher (p<0,001) pour estimer les différences entre traitements.  
L’analyse des profils DGGE a été faite à l’aide du logiciel TotalLab (TL120, version 2006 ; 
Digilab, Inc USA) pour déterminer les similarités et les distances entre les différents profils 
DGGE. Ce même logiciel a servi à la réalisation des dendrogrammes de similarité en calculant 
le coefficient de Dice avec la méthode de l’algorithme  UPGMA (Unweighted Pair-Group 
Method Algorithm).  
 
Fig. 11 : Description schématique de l’électrophorèse en gradient de gel de 
dénaturation (DGGE) (source : environmental-expert.com) 
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CHAPITRE 3 : RESULTATS 
I. Caractéristiques chimiques des sols 
Le tableau I présente les résultats obtenus sur les propriétés chimiques des sols étudiés (pH, les 
taux de C, N et P assimilable).         
 




pH C total (%) N total (%) P ass. (mg/g sol) 
Dahra  Goudiry  Dahra  Goudiry  Dahra  Goudiry  Dahra  Goudiry  
R 6,08b  6,50AB  0,42a  0,84B  0,042a  0,08B  22,4a  42,4A  
C  6,26b  6,58AB  0.45a  0,84B  0,044a  0,08B  7,0b  9,5B  
RC  6,52a  6,61A  0,44a  0,95B  0,040a  0,09B  20,5a  45,1A  
T  5,76c  6,17BC  0,41a  0,90B  0,040a  0,08B  6,8b  7,9B  
HC  6,05b  6,05C  0,22b  0,84B  0,020b  0,08B  3,9b  4,3B  
PN  6,30ab  5,97C  0,43a  1,65A  0,040a  0,16A  4,2b  4,4B  
 
Chaque valeur est la moyenne de 4 répétitions. Les différences significatives sont marquées par des lettres 
différentes. Les lettres capitales marquent les différences au niveau des traitements de Goudiry 
  
A.  Le pH 
L’analyse des résultats de la mesure du pH (Tableau I) montre que : 
- A Dahra, tous les traitements ont montré un pH <7 indiquant leur acidité. Les sols des 
traitements inoculés (R, C et RC) présentent un pH plus élevé que le témoin non inoculé 
(T). Néanmoins, aucune différence significative n’est observée entre le pH des 
traitements inoculés et celui des sols PN et HC. 
- A Goudiry, le pH des sols inoculés n’est pas  significativement différent de celui du sol 
témoin non inoculé (T). En revanche, leur pH est plus élevé et significativement 




B.  Carbone total et azote total 
Le tableau I montre par ailleurs que : 
- A Dahra, aucune différence significative n’a été observée entre les teneurs en C et N des 
traitements inoculés (R, C, RC), comparés au témoin non inoculé (T) et au sol sous 
peuplement naturel. Le traitement hors couvert d’A. senegal (HC) enregistre les plus 
faibles valeurs de C et N avec des teneurs significativement différentes de celles des 
autres traitements. 
- A Goudiry également, aucune différence significative n’a été observée entre les teneurs 
en C et N des sols des traitements inoculés (R, C, RC), du témoin non inoculé (T) et du 
traitement hors couvert (HC).  Par contre, de fortes teneurs en C et N ont été obtenues 
dans le sol sous peuplement naturel (PN) et qui sont significativement différentes de 
celles des autres traitements.  
 
C.   Phosphore assimilable 
Les taux de P assimilable enregistrés montrent qu’à Dahra comme à Goudiry, les traitements 
inoculés avec Rhizobium (R) et doublement inoculés (RC) présentent les valeurs les élevées. 
Ces teneurs sont significativement différentes de celles obtenues dans les sols du traitement C 
(inoculés avec champignon seul). Aucune différence significative n’est observée entre les 
teneurs en P des traitements C, T, HC et PN quel que soit le site. Les résultats ont montré que 
les taux de P sont plus élevés dans les sols à Goudiry qu’à Dahra. 
 
II. Activités biologiques 
A. Mesure de la respiration du sol 
La figure 16 présente les résultats de l’activité de minéralisation du Carbone. Ces résultats 
indiquent que : 
- A Dahra, les quantités de carbone minéralisées dans les sols des traitements inoculés (R, 
C, RC), le témoin non inoculé (T) et le traitement peuplement naturel (PN) ne 
présentent  pas de différence significative. Les sols hors couvert (HC) présentent une 




- A Goudiry, le traitement RC génère l’activité de minéralisation de C la plus élevée 
comparée aux activités de minéralisation dans les traitements C et PN. Quant au 
traitement R, l’activité de minéralisation du C n’est pas différente de celle du témoin T. 
les sols HC présentent l’activité significativement la plus faible comparée aux autres 
traitements.                                                                                                                            
L’activité de minéralisation du C est plus importante dans les traitements à Goudiry 
qu’à Dahra.  
  
 
Fig. 12: Quantité de carbone minéralisée au bout de 7 jrs, dans les sols de Dahra et Goudiry sous 
différents traitements. 
Chaque histogramme est la moyenne de 4 répétitions. Les différences significatives sont marquées par des lettres 
différentes. Les lettres capitales marquent les différences au niveau des traitements de Goudiry 
 
B. La dénitrification potentielle 
La figure 17 présente les quantités de N2O potentiellement émises dans les sols de Dahra et 
Goudiry.  
- A Dahra, les résultats n’ont montré aucune différence significative entre les quantités de 
N2O potentiel mesurées dans les sols des traitements R, C RC et T. Néanmoins, ces taux 
de N2O sont significativement plus élevés que ceux obtenus dans les sols HC et PN. 
- A Goudiry, si on considère les traitements inoculés, on note que les quantités de N2O 
potentiellement émises dans les traitements R sont significativement plus élevées 
comparées aux traitements C et RC. Les quantités de N2O émises dans ces derniers ne 
sont pas différentes de celles obtenues dans les sols de T et de HC. Le sol PN a 





































Fig. 13: Quantité d’oxyde nitreux (N2O) libérée au bout de 24h d’incubation, sous différents traitements. 
Chaque histogramme est la moyenne de quatre répétitions. Les différences significatives sont marquées par des 
lettres différentes. Les lettres capitales marquent les différences au niveau des traitements de Goudiry 
 
 
III.  Etude de la structure génétique des communautés bactériennes 
A.  Structure génétique des  communautés bactériennes totales 
La figure 18 présente les profils DGGE représentatifs de la diversité des fragments d’ADN 
ribosomal 16S amplifiés pour les différents traitements R, C, RC, T, HC et PN à Dahra et à 
Goudiry.  
A Dahra comme à Goudiry, les sols des traitements R, C, RC et le témoin T présentent des 
profils DGGE 16S rDNA identiques en terme de présence et de nombre de bandes ainsi que de 
l’intensité des bandes majeures. La structure des communautés bactériennes dans les sols 
inoculés semble identique à celle du témoin inoculé. Ces résultats indiquent que les traitements 
inoculés n’ont pas eu d’impact sur la structure de la communauté bactérienne totale des sols. 
Les profils 16S rDNA DGGE obtenus dans les sols HC et PN sont différents entre eux et 
différents des traitements R, C, RC et T. Néanmoins, il est apparu des bandes DGGE 
communes à tous les profils des traitements indiquant la présence de communautés 
bactériennes ubiquistes dans ces sols (bande x).  
A Dahra, le dendrogramme  de similarité obtenu à partir des profils (Fig. 19) donne 2 clusters 
(groupes) ayant 67% de similarité. Le premier (C1) regroupe les profils des sols plantés avec A. 
senegal. Ils se subdivisent en 2 sous-clusters (74% de similarité) dont l’un est constitué  par le 
traitement PN qui se distingue des traitements des plantations.  Le dendrogramme indique 
également que le profil des communautés bactériennes sous RC se distingue de ceux des 
communautés bactériennes sous T, C et R (80% de similarité). Le profil DGGE du traitement 






























les communautés bactériennes sous l’influence et hors couvert d’A. senegal.                                                                                                                                                 
A Goudiry, le dendrogramme de similarité (Fig. 20) montre également 2 clusters constitués 
d’une part des profils des communautés bactériennes des sols sous A. senegal qui se distingue 
de celui de HC. Ce résultat indique également que la structure de la communauté bactérienne 
totale des sols sous A. senegal est différente de celle des sols hors couvert d’A. senegal. La 
structure de la communauté bactérienne du traitement PN est toujours proche de celle des 
traitements en plantations (81% de similarité). Les profils DGGE des sols inoculés présentent 
83% de similarité avec celui du sol témoin non inoculé.  
 
 
                             
 
 
B. Structure des communautés bactériennes diazotrophes 
La figure 21 présente les profils DGGE représentatifs de la diversité des communautés 
bactériennes diazotrophes sous les différents traitements R, C, RC, T, HC et PN à Dahra et à 
Goudiry.                                                                                                                                                 
Fig. 15 : Dendrogramme de similarité correspondant 
aux profils DGGE-16S rDNA de Dahra 
Fig. 16 : Dendrogramme de similarité correspondant 
aux profils DGGE-16S rDNA de Goudiry 
 
Fig. 14 : Profils DGGE-16S rDNA des sols de Dahra 
et Goudiry sous différents traitements 
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A Dahra, l'analyse des profils DGGE indique qu’ils sont différents d’un traitement à l’autre en 
termes de présence et d’intensité de bandes. Ils sont caractérisés par la présence de nombreux 
fragments nifH riches en G-C (bandes en bas du gel) pouvant provenir de communautés riches 
en G-C telles que les actinomycètes.  
A Goudiry, les différents traitements ont également présenté des profils DGGE nifH différents 
avec la présence de fragments spécifiques à chaque profil. Les profils montrent bien la présence 
à la fois des fragments High et Low-GC (fort et faible % en GC).  
L’analyse du dendrogramme de similarité (Fig. 22) des profils de Dahra présente 2 clusters 
avec 54% de similarité. Le premier D1 regroupe les traitements sous A. senegal avec 2 sous-
clusters, représentés par les communautés des sols PN et celles des traitements en plantation (R, 
C, RC, T). L’analyse montre également que la structure génétique des communautés 
diazotrophes sous RC est plus proche de celle de ces communautés sous T (83% de similarité). 
Le second cluster, constitué par les communautés des sols HC, se distingue avec une faible 
similarité avec celles des sols sous A. senegal. La figure 23 présente le dendrogramme de 
similarité obtenu avec les profils des sols de Goudiry. Elle indique 2 clusters présentant 61% de 
similarité. On remarque que la structure des communautés diazotrophes sous R présente moins 
de similarité (50%) avec celles des autres sols inoculés, alors que celle du témoin non inoculé 
partage 60% de similarité avec celle des sols des traitements RC et C. 
. 
              
 
Fig. 17 : Profils DGGE-nifH des sols de Dahra 
et Goudiry sous différents traitements 
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C. Structure des communautés bactériennes dénitrifiantes 
La Figure 24 présente les profils DGGE représentatifs de la diversité des fragments d’ADN du 
gène nirK amplifiés pour les différents traitements R, C, RC, T, HC et PN à Dahra et à 
Goudiry.  
Comme pour les autres communautés bactériennes étudiées, les profils DGGE obtenus sur les 
sols de Dahra ou de Goudiry  révèlent des différences en terme de présence ou d’absence de 
bandes (Exple : bandes A, B, C et D) et par conséquent la présence de communautés 
dénitrifiantes différentes sous les différents traitements.  
Le dendrogramme de similarité  (Fig. 25) obtenus sur les profils des sols de Dahra montre 2 
clusters (E1 et E2) avec 45% de similarité. Le cluster E1 regroupe les profils des traitements en 
plantation qui partagent 85% de similarité avec le traitement T non inoculé. Les profils DGGE 
nirk des sols PN et HC forment le 2
ème 
cluster E2 et partagent 60% de similarité.                                               
Le dendrogramme obtenu avec les profils de Goudiry (Figure 26) présente 2 clusters (61% de 
similarité) dont l’un est représenté par le traitement PN. Le second cluster est subdivisé en 2 
sous-clusters (A1 et A2) similaires à 64%. Le sol témoin partage 65% de communautés 
dénitrifiantes avec le traitement RC alors que le profil du sol HC présente 72% de similitude 
avec ceux des sols C et RC (Cluster A1).  
 
Fig. 18 : Dendrogramme de similarité 
correspondant aux profils DGGE-nifH 
de Dahra 
Fig. 19 : Dendrogramme de similarité 















Fig. 21 : Dendrogramme de similarité 
correspondant aux profils DGGE-nirK 
de Dahra 
Fig. 22 : Dendrogramme de similarité 
correspondant aux profils DGGE-nirK 
de Goudiry 
Fig. 20 : Profils DGGE-nirK des sols de 




CHAPITRE 4 : DISCUSSION 
 
Notre étude a porté sur la compréhension de l’effet de l’inoculation d’arbres adultes d’A. 
senegal avec des microorganismes symbiotiques (Rhizobium, champignons mycorhiziens) sur 
le fonctionnement biologique du sol ainsi que sur la structure génétique des communautés 
bactériennes des sols. L’apport de microorganismes « exotiques » dans le sol peut entraîner des 
modifications au niveau des propriétés chimiques, biologiques et par là influencer la structure 
génétique des communautés bactériennes des sols. L’effet positif des symbioses rhizobienne et 
mycorhizienne dans l’amélioration de la fertilité du sol est connu. Ces associations augmentent 
la disponibilité en nutriments (C, N, P) du sol, et ainsi, l’activité des microorganismes 
telluriques.                                                                                                                  
I.  Effet de l’inoculation sur les propriétés chimiques du sol 
Des variations de pH ont été observées dans les sols des différents traitements inoculés et non 
inoculés. A Dahra, le pH est plus élevé dans les sols sous A. senegal inoculés par rapport au sol 
témoin non inoculé (T). A Goudiry, sur la parcelle d’essai, nos résultats semblent indiquer que 
l’inoculation avec les organismes symbiotiques n’a pas augmenté de façon significative le pH 
du sol  par rapport au témoin T.                      
A Dahra, bien que les sols inoculés présentent un pH élevé par rapport au témoin T, il reste 
équivalent à ceux obtenus dans les sols HC et PN. Ce résultat ne nous indique pas nettement 
l’effet de l’inoculation sur le pH.  
Plusieurs études ont montré l’effet contrasté de l’Acacia et des ligneux en général sur le pH du 
sol sous-jacent  (Kennard and Walker, 1973, Palmer et al., 1988, Belsky et al., 1989, Hagos et 
Smit, 2005). Les raisons exactes de ces variations du pH sous l’arbre restent encore inconnues. 
Toutefois, le pH sous les traitements inoculés reste proche de la neutralité par rapport au témoin 
inoculé. Hagos et Smit, (2005) ont montré une corrélation positive entre le pH élevé sous 
Acacia et la capacité d’échange cationique du sol. Hors, l’action des litières est connue dans 
l’augmentation de la capacité d’échange cationique des sols (Young, 1989). Donc 
l’augmentation de la biomasse végétale, donc de la litière, sous A. senegal inoculé (Faye et al., 
2006) pourrait expliquer cette diminution de l’acidité sous les individus inoculés. 
Les taux de C et N totaux sont plus élevés sous A. senegal qu’en hors couvert. Ce 
résultat corrobore ceux de précédentes études sur A. senegal (Gaafar, 2005 ; Guèye, 2009 ; 
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Samb, 2010). Par contre, aucune modification significative n’a été induite par l’apport 
d’inoculums sur les teneurs en C et N du sol. De même, les taux de C et N plus élevés dans les 
sols de PN semblent exclure un effet direct de l’inoculation sur ces sols.  
Ces résultats peuvent s’expliquer plutôt par les effets des litières produites par l’arbre, leurs 
provenances ainsi que les produits des exsudats racinaires fournis aux sols.  En effet, les litières 
constituent une source importante en nutriments (N, C, P et K …) qui par leur qualité et 
quantité, conditionnent les différentes teneurs de ces nutriments dans les sols. Par ailleurs, la 
vitesse de décomposition de ces litières est fonction de leur composition et influence donc les 
taux de C et N issus de cette décomposition au niveau du sol. Le taux élevé de N et P dans les 
sols des peuplements naturels serait du à l’accumulation des effets des litières, ces peuplements 
étant très âgés comparés aux plantations d’A. senegal (Saswati and Vadakepuram, 2010). Ces 
résultats corroborent ceux obtenus par Kaur et al., (2000) qui ont montré que la qualité et la 
quantité de litière ainsi que l’exsudation racinaire contribuent de manière substantielle à 
l’augmentation du taux de C organique, de N et du P dans le sol. D’après Harmand (1997), les 
taux de carbone et d’azote sont faibles sous les jeunes plants d’Acacia mais augmentent avec 
l’âge. 
Toutefois, nos résultats ont montré des teneurs en P significativement élevées dans les sols 
inoculés avec Rhizobium seul et la double inoculation (Rhizobium et champignon).                           
Ces résultats concordent avec ceux de Lekberg et Koide, (2005). Leurs études ont montré que 
chez Arachis hypogea, autre légumineuse, la formation de nodules était fortement corrélée à la 
teneur en P assimilable du sol et donc que la présence de nodules impliquait un taux de P 
assimilable conséquent. Les souches de Rhizobium utilisées dans cette étude ont été testées 
pour leur capacité à noduler A. senegal (Faye et al., 2006 ; Sarr et al., 2005). Ce qui est en 
conformité avec les taux élevés  de P assimilable obtenus lors des inoculations avec Rhizobium 
(R et RC). 
Par contre, ces teneurs en P assimilable sont très faibles dans les sols des Acacia inoculés avec 
le champignon seul. Ce résultat peut s’expliquer par la forte accumulation et mobilisation du P 
du sol par les plantes d’Acacia inoculées. En effet, de nombreux travaux (Dommergues et 
Mangenot, 1970 ; Gianinazzi-Pearson, 1982; Plenchette, 1982; Strullu, 1991) ont montré 
qu’une mycorhization efficace peut permettre à la plante d’absorber et d’accumuler entre 80 et 
90% du phosphore du sol (Mosse, 1973). Selon Gianinazzi- Pearson et Gianinazzi, (1986), le 
phosphore est stocké dans les structures fongiques sous forme de polyphosphates, avant d’être 
transféré à la plante au niveau de l’interface arbusculaire. 
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II.  Impact de l’inoculation sur les activités biologiques du sol 
L’activité minéralisatrice du C est plus forte sous A. senegal qu’en hors couvert. Ce qui 
témoigne d’une forte activité microbienne dans ces sols. A Dahra, le témoin non inoculé 
présente les mêmes activités minéralisatrices que les sols des Acacia inoculés et du peuplement 
naturel. Il en ressort que les activités sont plus liées à l’effet de l’arbre qu’aux récentes 
inoculations.  Quant aux essais de Goudiry, il ressort des résultats une activité minéralisatrice 
plus forte dans les sols des plants inoculés comparés aux sols témoins mais identiques à celles 
observées dans les sols des peuplements naturels. On peut déduire que les inoculations ont eu 
un impact positif dans l’activité minéralisatrice d’une part par l’activité propre des 
microorganismes apportés au niveau du sol. D’autre part, l’inoculation stimule le bon 
développement de la plante et par là, les quantités de MO apportées qui augmentent la 
minéralisation dans le sol. D’après Carillo-Garcia et al., (1999), l’importance de la M.O sous 
l’arbre est aussi liée à l’étendue de la colonisation mycorrhizienne, qui est elle-même stimulée 
par l’inoculation avec des champignons (Lekberg et Koide, 2005).  
 De nombreux auteurs attribuent ce fait à la quantité de litière accumulée (feuilles, branches) et 
aux types d’exsudats produits, qui augmentent la teneur en M.O du sol (Requena et al., 2001). 
La matière organique décomposée constitue une source substantielle de nutriments dans le sol 
(Gaskell et al., 2007) et stimule ainsi l’activité des microorganismes. Les litières de 
légumineuses sont reconnues riches en N et rapidement décomposables dans l’ensemble 
(Gaskell et al., 2007). Ce qui signifie une plus grande disponibilité des substrats organiques et 
donc une activité minéralisatrice importante sous A. senegal.                                                                                        
L’activité potentielle de dénitrification dans les sols à Dahra est identique dans les sols 
témoin à celle obtenue sous les Acacia inoculés. Cette activité ne serait pas liée directement aux 
inoculations des plantes. A Goudiry, les taux de N2O émis ne sont pas différents entre les sols 
des plants inoculés avec les souches de Rhizobium seul et ceux du peuplement naturel. Le 
processus de dénitrification est très complexe et est influencé par de nombreux paramètres 
environnementaux tels que l’humidité, la température du sol etc.…dont les effets combinés 
varient suivant le climat et le type de sol. Mais la dénitrification peut être aussi influencée par 
la quantité de Matière Organique (MO) et la teneur en azote du sol (Dupont, 2007). Donc ce 
résultat peut s’expliquer par les taux d’azote enregistrés dans ces 2 sols et dus à la fixation 
azotée opérée par les souches de rhizobium ou encore à l’accumulation dans ces sols d’une 
M.O issue des litières riches en azote. Mesa et al., (2004) ainsi que Sameshima-Saito et al., 
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(2006) ont montré que l’établissement de la symbiose rhizobienne chez de nombreuses 
légumineuses contribue à l’activité de dénitrification dans les sols.  
III.  Effet de l’inoculation sur la structure génétique des communautés 
bactériennes telluriques 
La PCR-DGGE a été utilisée pour étudier la structure génétique des communautés bactériennes 
des sols. Elle nous a permis de faire une analyse comparative des modifications survenues dans 
la composition des communautés microbiennes. La présence ou l’absence de bandes souvent 
notée lors de l’analyse des profils DGGE traduit des différences dans la composition des 
communautés étudiées.                                                                                                         
Les profils DGGE 16S-rDNA des différents traitements ne montrent pas de différence 
apparente entre les traitements inoculés et le témoin non inoculé. Par contre l’analyse des 
dendrogrammes de similarité révèle des différences de structure génétique entre les traitements 
inoculés et entre les traitements inoculés et le témoin. La structure des communautés 
bactériennes totales semble donc faiblement modifiée par les inoculations des arbres. Dans 
notre étude, la différence entre les traitements HC, PN et les autres traitements est plutôt liée 
aux effets des plantes d’Acacia sur les communautés bactériennes qu’à l’effet de l’inoculation.  
Selon de nombreux auteurs (Priha et al., 1999 ; Marschner et al., 2001 ; Houlden et al., 2008),  
la qualité de la litière accumulée sous l’arbre ou encore la nature et la quantité des exsudats 
racinaires au niveau de la rhizosphère ont un impact significatif sur la structure des 
communautés bactériennes des sols. Cependant, Gilbert et al., (1996) ont rapporté une plus 
grande diversité des communautés bactériennes sous le soja inoculé avec Bacillus cereus. 
Schwieger et Tebbe, (2000) attribuent la diversité des communautés sous les plants inoculés par 
des rhizobiums à la stimulation de la sécrétion d’exsudats spécifiques qui activent le 
développement de certaines bactéries au niveau de la rhizosphère. Pour Soderberg et al., 
(2002), l’effet de l’inoculation fongique sur la communauté bactérienne rhizosphérique varie 
selon l’espèce végétale et qu’il n’est pas du à une interaction directe entre le mycélium 
fongique et les bactéries.  
Les structures des communautés fonctionnelles diazotrophes présentent des variations 
entre les différents traitements. Les sols HC et PN présentent des structures génétiques très 
différentes de celles des sols des plantations. Dans ces derniers, les variations en termes de 
présence et d’absence de bandes entre les sols témoins et ceux des Acacia inoculés peuvent être 
imputées aux effets de l’introduction d’autres communautés microbiennes fixatrices d’azote 
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(inoculation) dans les sols. En effet l’établissement des symbioses a modifié les paramètres 
chimiques et biologiques du sol qui à leur tour impactent l’activité et la composition 
microbienne des sols. La différence des structures génétiques entre les sols des acacias inoculés 
peut être due à la spécificité des inoculums (R, C, RC). 
Nos résultats ont montré aussi que les structures génétiques des communautés diazotrophes 
varie selon les conditions pédoclimatiques comme en témoignent les différences obtenues entre 
celles des sols de Dahra (moins diverses) et celles de Goudiry.  
Par ailleurs, les travaux de Diallo et al., (2004) indiquent que les différences entre structures 
génétiques des communautés diazotrophes peuvent être liées à la structure des racines de 
l’arbre, aux composés issus de la rhizodéposition et aux dépôts de litières (feuilles). Donc nous 
pouvons en déduire que les modifications induites par la nodulation et la mycorhization sur 
l’architecture racinaire peuvent aussi expliquer les variations dans la structure génétique des 
communautés diazotrophes sous A. senegal inoculé.  
Quant aux communautés dénitrifiantes, leurs structures génétiques sont également 
différentes dans les sols de chaque traitement. Par rapport aux sols témoins, nos résultats 
montrent que l’inoculation a modifié les structures des communautés des sols inoculés. La 
symbiose microbienne entraîne des modifications des propriétés chimiques et biologiques du 











CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 
Notre étude a permis de comprendre si les apports de microorganismes capables d’établir des 
symbioses avec A. senegal ont eu un impact sur le fonctionnement biologique des sols.  
L’inoculation a bien un effet sur les propriétés chimiques du sol mais aussi sur l’activité et la 
structure génétique de certaines communautés bactériennes du cycle de l’N. Toutefois, il a été 
noté tout au long de cette étude que les différents inoculums utilisés agissaient de façon 
différente sur la composition en phosphore du sol  et sur l’activité biologique du sol selon le 
site étudié. La double inoculation et l’inoculation rhizobienne semblent être plus prometteuses 
quant à leur effet sur la qualité du sol. Par ailleurs, cette étude nous a permis de voir que 
l’introduction de nouvelles communautés microbiennes dans la rhizosphère d’A. senegal 
entrainait des modifications de la structure génétique au sein des communautés bactériennes 
déjà présentes. 
La symbiose doit s’installer dans la durée. Il serait par conséquent intéressant de refaire cette 
étude chaque année pour mieux apprécier l’impact de l’inoculation sur les propriétés des sols. 
La teneur en éléments minéraux comme le phosphore et l’azote des feuilles des Acacia doit être 
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ANNEXE I : Composition des solutions (bleu de charge, TBE, TAE , BET, Taq-ready-to-
go) 
 
Bleu de charge 10 X 
Bleu de bromophénol                          0,25% (p/v) 
Glycérol 30% 
EDTA 10 Mm 
H2O                                                     qsq 
Le bleu de charge s’utilise au 1/10 
 
Tampon TBE (Tris-borate) 10 X 
Tris-base       215,62 g 
Na2EDTA, H2O        14,88 g 
Acide borique       110,08 g 
H2O        qsp 2 litres 
La solution est ensuite filtrée et stérilisée à l’autoclave 
 
Tampon TAE 50 X 
 Tris-base        484 g 
Na2EDTA H2O (pH 8)          37 g 
Acide acétique glacial  114,2 ml 
H2O                                                    qsp 2 litres 
Pour obtenir du TAE 1X, on ajoute à 49 ml d’eau minéralisée, 1ml de TAE 50X 
 
BET (Bromure d'éthidium)  
Solution à 1 mg/l 
 
Composition de la Taq ready-to-go (pour un volume final de 25 µl) 
Taq DNA polymérase                       2,5 U 
DNTP                                               200 µM 
Tris-HCl                                           10 mM, pH 9 
KCl                                                  50 mM 
MgCl2                                              1,5 mM 
 
















Amorce Séquences Taille Commu-
nautés  
Auteurs 






5’ CGC CCG CCG CGC GCG 
GCG GGC GGG GCG GGG 
GCA CGG GGGGATC 
CCTACGGGAGGCAGCAG 3’ 















5’ GGC GGC GCG CCG CCC 
GCC CCG CCC CCG TCG CCC 









et al., 2004 
 
Throbäck 













5’ ATS GCC ATC ATY TCR 
CCG GA 3’ 
 
5’ CGC CCG CCG CGC GCG 
GCG GGC GGG GCG GGG 
GCA CGG GGG GTG CGA YCC 
SAA RGC BGA CTC3’ 
 
5’ TAC GGC AAR GGT GGN 
ATH G3’ 


































Réactifs  Dénaturants  
Gradients 45% 70% 
acrylamide/bis 40% 20 ml 20 ml 
TAE 50 X (ml)  2 ml 2 ml 
Formamide (ml) 18 ml 18 ml 
Urée (g) 18,9 g 29,4 g 
Glycérol  2% 2 % 
Qsp H2O 100 ml  
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Résumé 
 Les symbioses rhizobienne et mycorhizienne sont connues pour leur rôle dans la croissance 
des légumineuses. Cependant leur effet sur l’activité et la diversité génétique des communautés 
microbiennes du sol reste mal connu. L’objectif de ce travail est donc d’évaluer l’impact de 
l’inoculation d’A. senegal sur le fonctionnement biologique du sol. Afin de mener cette étude, 
un dispositif expérimental en  4 blocs randomisés avec 4 traitements comprenant les traitements 
inoculés (avec rhizobium (R), avec champignon mycorhizien (C), avec rhizobium et 
champignon (RC) et le témoin non inoculé (T)) a été mis en place. D’autres prélèvements 
supplémentaires ont été faits sous peuplement naturel (PN) et en hors couvert (HC) d’A. 
senegal. Des propriétés chimiques des sols telles que le pH, les C et N totaux et le P 
assimilable, les activités minéralisatrices  du C et de dénitrification potentielle ainsi que la 
structure génétique des communautés bactériennes totales et fonctionnelles ont été étudiées. 
Les résultats obtenus révèlent une augmentation du pH sous les traitements inoculés à Dahra 
ainsi que du taux de P assimilable sous R et RC. Par contre aucune modification n’a été notée 
dans les teneurs en C et N du sol sous les traitements inoculés par rapport au témoin. Les 
inoculations ont un impact positif sur la minéralisation du C. Par ailleurs, à Goudiry, seule 
l’inoculation rhizobienne semble favoriser l’émission de N2O chez les traitements inoculés. La 
structure des communautés bactériennes totales varie faiblement sous les traitements inoculés 
par rapport au traitement témoin. Par contre, les communautés fonctionnelles (nifH et nirK) des 
sols des traitements inoculés sont significativement différentes de celles des sols témoins et ces 
différences varient selon la nature de l’inoculum. L’inoculation semble donc augmenter 
l’activité biologique du sol en favorisant le développement de communautés bactériennes 
fonctionnelles notamment celles impliquées dans le cycle de l’azote. L’effet de l’inoculation 
sur la disponibilité du C et de l’N dans le sol n’est pas encore perceptible. Les différents 
inoculums utilisés impactent différemment le fonctionnement biologique du sol sous A. 
senegal.  
 Mots-clés : Acacia senegal, Inoculation rhizobienne et mycorhizienne, Communautés 
bactériennes totales et fonctionnelles, PCR-DGGE. 
